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Аннотация 
Была проведена качественная и количе-
ственная оценка жизнеспособности хондро-
цитов кролика при культивировании на по-
лилактидных скаффолдах, предназначен-
ных для тканевой инженерии хрящевой 
ткани. Для оценки были использованы ме-
тоды световой и электронной сканирующей 
микроскопии, МТТ-тест. Было выявлено, 
что полилактидные носители не являются 
токсичными для хондроцитов: клетки сохра-
няют характерную морфологию, остаются 
жизнеспособными, сохраняются свои про-
лиферативные и дифференцировочные 
свойства. 
 
Ключевые слова: полилактидные мат-
рицы, хондроциты, тканевая инженерия, су-
ставной хрящ, регенеративная медицина. 
Abstract 
A qualitative and quantitative assessment of 
the viability of rabbit chondrocytes cultivated 
on polylactic scaffolds intended for tissue engi-
neering of cartilaginous tissue was carried out. 
The methods of light and electron scanning mi-
croscopy, MTT test were used for evaluation. It 
was found that polylactic carriers are not toxic 
to chondrocytes: cells retain characteristic 
morphology, remain viable, retain their prolifer-
ative and differentiating properties. 
 
Keywords: polylactic scaffolds, chondrocytes, 
tissue engineering, articular cartilage, regener-
ative medicine.  
 
 
 
 
Введение 
Наиболее разработанным методом 
клеточных технологий для восстановления 
хрящевой ткани в настоящее время явля-
ется метод трансплантации аутологичных 
хондроцитов (АСТ, autologous chondrocyte 
transplantation) [1]. Он заключается в том, 
что у пациента в ходе операции проводят 
забор здорового участка хряща, размно-
жают хондроциты в лаборатории in vitro (в 
культуре) и трансплантируют в место по-
вреждения, покрывая фрагментом надкост-
ницы. Однако в месте дефекта может про-
исходить естественное вымывание клеточ-
ного материала, поэтому для успешного 
применения данной технологии необхо-
димо найти способ фиксации клеточного 
препарата в зоне поражения. Кроме того, 
нужно убедиться, что в результате прове-
денных манипуляций будет формироваться 
ткань с механическими и биологическими 
свойствами, близкими хрящевой ткани 
(например, упругость и выработка клетками 
специфического внеклеточного матрикса) 
[2]. Со времени первого использования АСТ 
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в клинике в 1987 году появились новые ва-
рианты метода. Аппликация суспензии хон-
дроцитов в комбинации с участком надкост-
ницы была модифицирована помещением в 
рану хондроцитов на подложке из плотного 
коллагенового геля (тип I/III). В настоящее 
время активно разрабатываются подходы, 
в результате которых доставка хондроцитов 
происходит в составе трехмерных искус-
ственных скаффолдов [3]. Основным аргу-
ментом использования скаффолдов явля-
ется необходимость обеспечения структур-
ной поддержки поврежденной ткани до тех 
пор, пока не будут секретированы свои соб-
ственные матриксные белки.  
Для разработки тканеинженерных 
скаффолдов используются природные и 
синтетические материалы. Хотя природные 
материалы более привлекательны из-за их 
состава и биосовместимости, вопросы 
очистки, патогенного заражения и ограни-
ченные механические свойства ограничи-
вают их клиническое применение. По своей 
преобладающей структуре скаффолды 
можно разделить на две категории – гидро-
гели и мембраны. Для тканевой инженерии 
хряща исследуются следующие матери-
алы. Природные гидрогели: альгинаты, ага-
роза, хитозан, целлюлоза, хондроитин суль-
фат, гиалуроновая кислота, коллаген I и II 
типов, фибрин; синтетические: полиэтилен 
гликоль диакрилат, поливиниловый спирт и 
др. Природные мембраны: фрагмент пери-
оста, двуслойные мембраны из коллагенов 
I/III; синтетические: алифатические поли-
эфиры (поликапролактон, полигликолевая и 
полимолочная кислоты), их сополимеры 
(полилактид-полигликолид) и др. Изучаются 
также всевозможные сочетания данных ма-
териалов [4]. Основными критериями соот-
ветствия материалов для целей тканевой 
инженерии являются их биосовместимость, 
биорезорбируемость и нетоксичность для 
клеток. 
В течение ряда лет в Институте цитоло-
гии РАН (Санкт-Петербург) активно прово-
дятся исследования по разработке тканеин-
женерных конструкций для восстановления 
разных тканей из поли(L,L-лактида) [5]. По-
лилактид является биодеградируемым по-
лимерным материалом на основе молочной 
кислоты. Интерес к данному полимеру вы-
зван возможностью получения скаффолдов 
требуемой формы и степени пористости, с 
высокой степенью чистоты, необходимой 
для изделий медицинского назначения. Со-
трудниками Института были получены по-
лилиактидные скаффолды, размер пор ко-
торых варьирует от 150 до 300 мкм. В ре-
зультате исследований была установлена 
нетоксичность материала для фибробла-
стов, кератиноцитов и стромальных клеток 
костного мозга [6]. Однако исследования 
жизнеспособности хондроцитов при культи-
вировании на таких полилактидных скаф-
фолдах не проводились. Целью настоящей 
работы является оценка жизнеспособности 
хондроцитов кролика при культивировании 
на полилактидных скаффолдах.  
Материалы  
Первичная культура хондроцитов ново-
рожденного кролика. Первичную культуру 
хондроцитов получали из фрагментов су-
ставного хряща новорожденного кролика 
(питомник «Рапполово»). Хрящи тщательно 
отделяли от скелетных тканей и сухожилий, 
промывали фосфатно-солевым буфером 
(ФСБ), измельчали с помощью скальпеля 
на мелкие фрагменты, инкубировали в 
смеси трипсин/ЭДТА (Invitrogen, Великобри-
тания), разведенной на ФСБ (1:4) 1 ч при 
37°С с покачиванием. Далее избавлялись 
от дебриса фильтрованием через нейлоно-
вый фильтр. Клеточную суспензию центри-
фугировали 5 мин при 300 g, осадок ресус-
пендировали в ростовой среде αМЕМ 
(Sigma, США) с 20% сыворотки эмбрионов 
коров (СЭК) (HyClone, США) и высевали на 
чашки Петри. Пересев проводили по дости-
жении клетками субконфлуентного моно-
слоя. Культивировали хондроциты в росто-
вой среде αМЕМ с 10% СЭК в инкубаторе с 
5 % СО2 при температуре 37°С. В экспери-
ментах использовали клетки 2-4 пассажа. 
Субстраты. Пленки. Для получения 
плёнок на покровные стёкла диаметром 12 
мм наносили раствор поли(L,L-лактида) 
(Sigma, США, η=4.0 дл/г) с концентрацией 2 
мг/мл. Исследуемые субстраты помещали 
на дно лунок культуральных планшетов. 
Скаффолды. В качестве скаффолдов для 
культивирования клеток использовали мат-
рицы из поли(L,L-лактида), изготовленные 
Никоновым П.О. (Институт цитологии РАН) 
методом выщелачивания [6]. Для этого во 
фторопластовую форму помещали 1 г NaCl 
с диаметром кристаллов 250 мкм. Поли(L,L-
лактид) растворяли в метиленхлориде 
(«Реактив», РФ), наливали в форму с NaCl 
и оставляли сушиться на воздухе в течение 
2 сут. После испарения растворителя мат-
рицу выдерживали в дистиллированной 
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воде до полного растворения соли. Приго-
товленные матрицы стерилизовали в рас-
творе 70%-ного этанола в течение 1 ч, про-
мывали раствором ФСБ, высушивали в по-
токе стерильного воздуха 1 сут, проводили 
озонирование и обработку УФ-светом в ла-
минарном боксе в течение 2 ч. 
Методы 
Световая микроскопия. Хондроциты 
кролика помещали в лунки 24-луночного 
планшета в количестве 75 тыс. клеток в 
объеме 10 мкл на стекла, покрытые поли-
лактидными пленками, и оставляли на 1 ч в 
стандартных условиях инкубации для при-
крепления к поверхности. Затем добавляли 
ростовую среду и инкубировали в течение 
28 сут, проводя смены среды два раза в не-
делю. Для формирования сфероидов хон-
дроциты в высокой плотности (250 тыс. кле-
ток в 5 мкл среды) помещали на полилак-
тидную пленку, через 2 ч добавляли индук-
ционную среду StemPro® Chondrogenesis 
Differentiation Kit (Life Technologies, США) и 
культивировали в течение 28 сут. В ходе 
опыта проводились прижизненные наблю-
дения с фотофиксацией под инвертирован-
ным микроскопом Nikon Eclipse TS100.  
Сканирующая электронная микроско-
пия. Хондроциты в виде клеточной суспен-
зии (100 тыс. клеток в ростовой среде объе-
мом 50 мкл) наносили на матрицы, поме-
щенные в лунки 24-луночного планшета, и 
оставляли в СО2-инкубаторе для прикреп-
ления к поверхности материала. После 2-
часовой адгезии в лунки планшета добав-
ляли среду и оставляли для инкубации на 
26 сут, проводя смену ростовой среды 2 
раза в неделю. После окончания инкубации 
образцы с клетками последовательно обра-
батывали растворами ФСБ, глутарового 
альдегида (2,5%), этанола и эфира. На лио-
фильно высушенные образцы наносили 
слой золота толщиной 5 нм. Образцы были 
подготовлены и исследованы под электрон-
ным микроскопом марки Jeol JSM-35C (Япо-
ния) научным сотрудником НИИ ОЧБ И.Л. 
Потокиным.  
Определение количества жизнеспособ-
ных клеток с помощью МТТ-теста. Количе-
ственную оценку жизнеспособности хондро-
цитов проводили методом МТТ-теста. Это 
колориметрический метод с использова-
нием МТТ (бромид 3-(4,5-диметилтиазол-2-
ил)-2,5-дифенилтетразолия) (Sigma, USA), 
основанный на способности митохондри-
альных ферментов живых клеток восста-
навливать желтый МТТ-субстрат до темно-
синего формазана [7] Число жизнеспособ-
ных клеток прямо пропорционально количе-
ству восстановленного формазана, которое 
можно определить спектрофотометрически 
после растворения в органическом раство-
рителе. 
Для разных вариантов посева клеток 
изначально было взято по 40 тыс. кл на 
лунку, инкубация продолжалась 7 сут. Из 
лунок планшетов, в которых росли клетки 
или находились матрицы с клетками, уби-
рали кондиционированную среду. В каждую 
лунку добавляли раствор МТТ (стоковая 
концентрация 5 мг/мл) в ростовой среде в 
количестве 10% от общего объема среды и 
оставляли на 3 ч до формирования кристал-
лов формазана. Затем аккуратно отбирали 
среду, добавляли диметилсульфоксид и 
оставляли до растворения кристаллов. Да-
лее переносили по 200 мкл полученного 
раствора в лунки 96-луночного планшета и 
проводили измерения оптической плотно-
сти раствора на иммунохимическом анали-
заторе Fluorofot “Charity” при длине волны 
570 нм (референсная длина 630 нм). Значе-
ния оптической плотности подвергали ста-
тистической обработке с помощью про-
граммы Statistika 13.0. Достоверность раз-
личий средних значений оценивали по t-
критерию Стьюдента для независимых вы-
борок. Приемлемой границей статистиче-
ской значимости считали р (уровень значи-
мости t-критерия), не превышающие 0,05. 
Оценку жизнеспособности хондроцитов 
при длительном культивировании прово-
дили качественными (микроскопия) и коли-
чественными (МТТ-тест) методами. 
Общую морфологию хондроцитов и их 
распределение по поверхности полилак-
тидных скаффолдов изучали с помощью 
сканирующей электронной микроскопии 
(СЭМ). 
Результаты и обсуждение 
Жизнеспособность хондроцитов иссле-
довали в условиях двумерного (на пленках) 
и трехмерного (на скаффолдах) культиви-
рования качественными и количествен-
ными методами.  
Сформированные на предметных стек-
лах полилактидные пленки оказались прак-
тически прозрачными, поэтому было воз-
можно провести прижизненные исследова-
ния морфологии клеток, прикрепившихся к 
пленкам, в течение всего срока инкубации. 
После помещения клеточной суспензии в 
высокой плотности и 1-часовой адгезии 
можно было наблюдать, что практически 
все клетки прикрепились к подложке. После 
1-суточной инкубации можно было наблю-
дать прикрепление клеток в центре лунки. 
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Ко времени завершения инкубации (28 сут) 
клетки пролиферировали и заполняли всю 
поверхность полилактидной пленки. При 
этом хондроциты проявляли веретенооб-
разную фибробластоподобную морфоло-
гию и располагались плотным монослоем 
(Рис. 1.). Можно заключить, что полилактид-
ные пленки нетоксичны и адгезивны для 
хондроцитов кролика. 
В условиях культивирования в хондро-
генной дифференцировочной среде на сле-
дующие сутки из основной массы клеток 
формировался сфероид, который сохра-
нялся все время эксперимента в неприкреп-
ленном к субстрату состоянии. (Рис. 2.). Со-
хранение сфероидом своей формы и воз-
можность оставаться в неадгезивном состо-
янии может говорить о сохранении хондро-
цитами своих свойств, что проявляется в 
накоплении специфических неадгезивных 
белков внеклеточного матрикса при росте 
клеток в составе сфероидов.  
Полилактидные скаффолды с нанен-
сенными на них хондроцитами после 26-су-
точной инкубации в ростовой среде были 
изучены с помощью СЭМ. По полученным 
фотографиям можно было установить, что 
диаметр пор матрицы варьирует от 350 до 
750 нм. Структура матрицы представляет 
собой систему сообщающихся пор, что поз-
воляет клеткам свободно проникать внутрь 
матрицы и распространяться внутри ее про-
странства. Можно видеть, что в результате 
длительного культивирования поверхность 
полилактидной матрицы довольно плотно 
покрыта клетками и выработавшимся мат-
риксом (Рис. 3). 
Для количественной оценки жизнеспо-
собности хондроцитов при росте на поли-
лактидных скаффолдах использовали МТТ-
тест. Было проведено определение относи-
тельного количества жизнеспособных хон-
дроцитов при посеве в разных условиях по 
сравнению с контролем.  
Были получены значения оптической 
плотности для следующих вариантов по-
сева клеток: 1) - ростовая среда (контроль); 
2) – кондиционированная полилактидным 
 
Рис. 1. Хондроциты кролика. Культивирование 
на полилактидных пленках в ростовой среде в 
течение 3 сут. Световая микроскопия, Ув. х100. 
 
 
Рис. 2. Хондроциты кролика. Культивирование 
на полилактидных пленках в дифференциро-
вочной среде в течение 3 сут. Световая микро-
скопия, Ув. х100. 
 
Рис. 3. Хондроциты кролика. Культивирование на 
полилактидных скаффолдах в ростовой среде в 
течение 26 сут. СЭМ. 
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скаффолдом в течение 1 сут среда; 3) – 
клетки добавлены к полилактидной мат-
рице, находящейся в ростовой среде в те-
чение 1 сут; 4) – клетки добавлены к поли-
лактидной матрице, измельченной и нахо-
дящейся в ростовой среде в течение 1 сут; 
5) – клетки сформировали монослой в ро-
стовой среде, сверху помещена сухая мат-
рица; 6) – на монослой помещали предва-
рительно выдержанный в среде скаффолд.  
Статистический анализ значений опти-
ческой плотности (ОП) в разных вариантах 
опыта не выявил отличий от ОП контроль-
ных вариантов: значения ошибок средних 
попадали в тот же доверительный интер-
вал, значения были статистически досто-
верны (Р<0,05). Это говорит об одинаковом 
количестве жизнеспособных клеток в раз-
ных условиях опыта после 7-суточной инку-
бации и, следовательно, об отсутствии ток-
сичности материала для хондроцитов в раз-
ных вариантах опыта. 
Выводы 
Таким образом, можно сделать вывод, 
что полилактидные носители не являются 
токсичными для хондроцитов кролика и не 
влияют на проявление их дифференциро-
вочных свойств. Полилактидные матрицы 
не оказывают влияния на жизнеспособ-
ность хондроцитов кролика и не препят-
ствуют их пролиферации. 
 
.
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